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Sumário 
 
A água é um bem essencial ao homem e deve encontrar-se livre de 
microrganismos causadores de doenças e de poluentes químicos. Nos últimos anos 
tem-se demonstrado a presença de fungos filamentosos e leveduras em diferentes 
ambientes aquáticos. Assim, é necessário realizar mais estudos sobre a presença 
destes microrganismos em águas de consumo. 
 Realizaram-se análises em diferentes amostras de água de antes e após o 
processo de tratamento e em alguns pontos de uma rede predial de água para 
consumo, para detecção de microrganismos indicadores de contaminação fecal, E. 
coli, coliformes totais e enterococos. Os resultados obtidos permitem concluir a sua 
ausência nas respectivas amostras. 
 Nas diferentes amostras de água foi também analisada a presença de cloro 
livre residual, que se demonstrou presente em quantidades bastante reduzidas nas 
amostras de pontos de recolha da rede predial. 
Fungos filamentosos e leveduras presentes nas mesmas amostras foram 
isolados por filtração por membrana, e foram identificados. Fungos filamentosos foram 
identificados fenotipicamente ao nível do género, por análise de características 
macroscópicas, como cor, diâmetro da colónia e textura, e de características 
microscópicas, nomeadamente presença vs ausência de conidióforo e sua 
organização. 
Foram identificados 15 géneros de fungos filamentosos nas diferentes 
amostras, sendo os géneros Cladosporium e Fusarium os mais representativos e em 
maior número. 
Os resultados obtidos permitem determinar a diversidade de fungos 
filamentosos e leveduras presentes em amostras de água de proveniências diferentes 
e a existência de fungos filamentosos mais representativos de determinados pontos de 
recolha.  
 
Palavras-chave: Água, fungos, leveduras, características macroscópicas e 
microscópicas, abordagem fenotípica  
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Abstract 
 
Water is essential for mankind and should always be free of disease-causing 
microorganisms and chemical pollutants. In recent years, the presence of filamentous 
fungi and yeasts has been demonstrated in different aquatic environments. However, it 
is necessary to perform more studies on the presence of these microorganisms in 
water for consumption. 
Analyses were performed on different samples before and after treatment and 
from a water distribution system, for detection of indicator microorganisms of fecal 
contamination, E. coli, total coliforms and enterococcus. The results show its absence 
in the respective samples. 
In these water samples, the presence of residual free chlorine was also 
analyzed, which showed reduced values in the sample collection points in water 
distribution system. 
Filamentous fungi and yeasts present in the same samples were isolated by 
membrane filtration and filamentous fungi were phenotypically identified in terms of 
genus, by analysis of macroscopic characteristics, such as color, texture and colony 
diameter, and microscopic features, including the presence vs. absence of 
conidiophore and its organization. 
15 genus of filamentous fungi were identified in different samples, being 
Cladosporium and Fusarium the most representative genus and in greater numbers. 
These results show the diversity of filamentous fungi and yeasts present in 
water samples from different origins and the presence of filamentous fungi more 
representative from certain collection places.  
 
Key-Words: Water, fungi, yeast, microscopic and macroscopic characters, phenotypic 
approach 
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1. Introdução 
 
1.1. Tratamento e Qualidade de água 
 
1.1.1. Introdução histórica 
A água é um bem necessário ao ser humano. Assim, para que a água seja 
considerada “potável”, isto é, possa ser consumida sem colocar a saúde em perigo, 
deve ser distribuída livre de microrganismos causadores de doenças e de poluentes 
orgânicos. Para além disso, deve também reunir três condições essenciais: ser incolor, 
inodora e insípida [1].  
Os primeiros processos de tratamento de água, que tinham como objectivo 
melhorar a sua qualidade ao nível do sabor e da sua aparência, apenas surgiram no 
século XVIII, procedendo-se então à filtração de partículas como método de 
clarificação. No entanto, com o aparecimento de doenças epidémicas atribuídas à 
contaminação da água, como a cólera ou a febre tifóide, tornou-se necessário o 
desenvolvimento de outros métodos de tratamento e controlo da qualidade da água 
para consumo humano. Com o crescimento das comunidades, os processos de 
tratamento de água foram-se desenvolvendo e evoluindo, aparecendo inicialmente os 
métodos de coagulação, filtração rápida através de areia para redução da turbidez e 
da presença de bactérias e, mais tarde, a desinfecção por cloragem. No entanto, 
apenas na segunda metade do século XX foram definidos quais os parâmetros a 
analisar para classificar a qualidade da água [1]. 
 
1.1.2. Processo convencional de tratamento de água superficial 
A água captada para consumo humano pode ter origem superficial, em 
nascentes ou em captações subterrâneas [2]. 
Consoante a origem da água, deve adaptar-se o método de tratamento a 
utilizar. A Figura 1 representa um esquema do processo convencional de tratamento 
de água de origem superficial, que inclui os processos de coagulação, floculação, 
sedimentação, filtração e desinfecção. Após a desinfecção final - que é normalmente 
efectuada usando cloro - a água é distribuída aos consumidores [3]. 
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Figura 1 - Processo convencional de tratamento de água superficial 1 
1
 - Adaptado de [4]. 
 
1.1.3. Legislação sobre tratamento de águas 
No que respeita à legislação Portuguesa, o Decreto-Lei nº 306/2007, de 27 de 
Agosto, transpõe a Directiva 98/83/CE, do Conselho Europeu, que define os valores 
paramétricos para a água de consumo, relativamente a parâmetros microbiológicos e 
químicos, estabelece os métodos analíticos de referência, define a frequência de 
amostragem e a comunicação dos valores paramétricos. Estabelece ainda normas de 
repartição de responsabilidade das entidades responsáveis pelo sistema de 
abastecimento público. Em termos de microrganismos alvos são considerados 
bactérias coliformes e Escherichia coli, enterococos, Pseudomonas aeruginosa, 
Clostridium perfringens, e contagem de microrganismos viáveis a 22 e 37oC [5]. 
Embora não sejam considerados na legislação, em estudos recentes [6, 7] 
verificou-se a presença em diferentes fontes de águas de fungos filamentosos e 
leveduras, tornando relevante o estudo da importância da presença destes em águas 
para consumo humano. 
 
1.2. Presença de microrganismos na água 
 
1.2.1. Detecção de indicadores microbiológicos da qualidade da água 
Os testes usados neste estudo para detecção de coliformes totais, E. coli e 
enterococos - Colilert® e Enterolert® (IDEXX Laboratories, Inc., Maine, USA) 
fundamentam-se numa tecnologia de substrato definido patenteado. Este método foi 
criado para ultrapassar algumas limitações dos métodos tradicionais: fermentação em 
tubos múltiplos e filtração por membrana [8, 9]. 
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As vantagens dos métodos Colilert® e Enterolert® incluem a redução do tempo 
de análise, por prescindirem de pré-tratamento de amostras, da preparação de 
diluições ou da realização de testes de confirmação. No entanto, estes testes podem 
apresentar algumas desvantagens em relação aos métodos tradicionais, que permitem 
a obtenção de contagens reais de microrganismos viáveis em meios de cultura [9-11]. 
As duas maiores fontes de carbono presentes no reagente Colilert® (IDEXX 
Labs) - o-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo (ONPG) e 4-metil-umbeliferil-β-D-
glucoronato (MUG) – são metabolizados pelas enzimas β-galactosidase e β-
glucuronidase presentes respectivamente nos coliformes totais e E. coli. O 
quantificador - Quanti-Tray®/2000 (IDEXX Labs) - permite uma distribuição da amostra 
em placas de 97 poços, possibilitando uma quantificação entre 1 e 2419 
microrganismos/100mL, com um intervalo de confiança de 95%, superior ao permitido 
pelo método tradicional [10, 12]. 
 
1.2.2. Fungos filamentosos e leveduras presentes na água 
Os fungos pertencem ao Reino Fungi e são organismos heterotróficos, 
constituídos, na maioria, por sistemas de hifas, que obtêm nutrientes por absorção 
[13]. Estes organismos encontram-se distribuídos ubiquamente na natureza e estão 
presentes no solo, no ar, em matéria orgânica e também em ambientes aquáticos [14]. 
Apesar de se terem encontrado cerca de 3047 taxa diferentes, são os fungos 
mitospóricos e meiospóricos pertencentes ao filo Ascomycota, os mais frequentemente 
encontrados [15]. 
Apesar do conhecimento da presença de fungos na água, tem sido dada pouca 
atenção a estes microrganismos, no que confere ao tratamento de água para 
consumo, não sendo considerados nas directrizes internacionais que definem a 
qualidade da água [7]. 
Vários autores reportaram a presença de leveduras e fungos filamentosos no 
ambiente aquático, sendo os últimos encontrados em maior número [5-7, 16-22]. Entre 
os fungos encontrados em água não tratada, verificou-se a presença de espécies 
patogénicas, tóxicas e alergénicas. Como exemplos podemos referir a presença de 
Aspergillus fumigatus, fungo potencialmente patogénico, agente causador de 
infecções em pacientes imunocomprometidos; Phialophora richardsiae, agente 
causador de irritações da pele em alguns pacientes; elevados valores de 
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Aureobasidium pullulans, agente causador de pneumonia, presentes em água de 
saunas privadas. Estudos posteriores confirmaram a presença de Aspergillus 
fumigatus e espécies de Mucor, Absidia, Candida, Cladosporium e Penicillium em 
diferentes tipos de água relacionados com alergias, asma e outros problemas 
respiratórios [14, 22].  
Paralelamente à possível produção de micotoxinas e outros metabolitos 
potencialmente nocivos para o homem, alguns fungos poderão ser a causa de 
alterações das características organolépticas da água – e.g. presença de geosmina, 
produzida por fungos da espécie Chaetomium globosum [14, 22]. 
Os fungos possuem a capacidade de crescer agregados a um substrato, como 
constituinte da microbiota de um sistema de distribuição de água. O estabelecimento 
de fungos em biofilme pode conferir-lhes protecção relativamente aos métodos de 
tratamento de água, permitindo-lhes a sobrevivência [14, 20]. 
Hageskal et al [6] verificaram uma ampla presença de fungos em águas de 
consumo, na Noruega. No entanto, a monitorização e o tratamento direccionado à 
presença de fungos na água é rara, devido a algumas limitações no processo de 
identificação dos organismos, bem como a uma grande variabilidade das espécies 
presentes [7].  
 
1.2.2.1. Morfologia de fungos filamentosos 
Como referido, os fungos pertencem ao Reino Fungi que compreende 4 filos - 
Chytrydiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota [23]. Quando se procede à 
identificação morfológica dos fungos filamentosos é necessário ter em conta 
características macroscópicas e microscópicas, sendo as últimas, as que detêm uma 
maior importância.  
Existem características que podem descrever fungos pertencentes a mais do 
que um filo, sendo no entanto algumas delas específicas. Fungos pertencentes aos 
Zygomycota possuem características distintas de outros filos: um rápido crescimento, 
micélio não-septado e reprodução através de esporangióforos, produzidos numa 
estrutura reprodutora assexuada, o esporângio. A presença de micélio septado e 
reprodução sexuada são características específicas de filos mais desenvolvidas, como 
Basidiomycota e Ascomycota. Nestes dois filos, a reprodução sexuada ocorre através 
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de ascósporos, produzidos em ascos (Ascomycota) e basidiosporos, produzidos em 
basídios (Basidiomycota). 
Paralelamente à reprodução sexuada, pode também ocorrer reprodução 
assexuada, com produção de esporos assexuados, conídios [13, 24-26]. Existem 
fungos dos quais se conhece apenas este modo de reprodução. Assim, na taxonomia 
de fungos, o termo fungo mitospórico surge para agrupar fungos que se reproduzem 
somaticamente por mitose, isto é, fungos com reprodução assexuada, impossibilitando 
a sua correlação com estados meióticos ou teleomórficos. Alguns fungos mitospóricos, 
cuja relação já foi estabelecida com Ascomycota e Basidiomycota, são denominados 
anamorfos destes grupos. Nos fungos pertencentes a este grupo, o tipo de conídios e 
o processo de formação de conídios, a conidiogénese, e a estrutura do conidióforo, 
são as características microscópicas mais importantes na identificação do fungo 
filamentoso ao nível do género e, por vezes, da espécie [13, 24, 25]. Deste modo, é 
necessária a inoculação em meios adequados [27].  
Deste modo, fungos em que são conhecidas as duas formas de reprodução, 
são denominados holomorfos e, em muitos deles são designadas a nível específico as 
duas formas de reprodução (e.g. Aspergillus fischerianus, espécie anamorfa de 
Neosartorya fischeri). Se ocorre apenas um tipo de reprodução, podem ser anamorfos, 
se apenas ocorre reprodução assexuada, ou teleomorfos, se apenas ocorre 
reprodução sexuada [13, 24-26]. 
No entanto, ao proceder à observação microscópica, é difícil verificar numa 
mesma preparação estruturas de ambas as formas de reprodução. Segundo diversos 
estudos [28, 29], é possível induzir a forma sexuada.  
Apesar da observação microscópica ter um peso bastante maior quando se 
procede à identificação de fungos filamentosos, existem determinadas características 
macroscópicas – diâmetro da colónia, cor e textura, presença ou ausência de rebordo, 
zonação, rugosidade, elevação e exsudado e a sua respectiva cor - que permitem uma 
primeira identificação. Como exemplos podemos referir fungos pertencentes ao género 
Eurotium, que forma colónias amarelas; os fungos do género Trichoderma, com rápido 
crescimento e colónias brancas, com formação de tufos verdes ou amarelos ao fim de 
uma semana de crescimento; ou ainda o verso preto de uma colónia de um fungo 
pertencente ao género Cladosporium [23]. 
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1.2.2.2. Preservação de fungos filamentosos e leveduras 
A preservação de fungos é muito importante, permitindo a conservação da 
biodiversidade existente e o seu estudo sempre que seja necessário. 
Os métodos mais comuns de preservação de culturas de fungos filamentosos são 
a preparação de suspensões de esporos conservadas a baixas temperaturas ou a 
preservação em meio sólido no caso de fungos não produtores de esporos. É ainda 
possível a preservação de micélio de fungos filamentosos em água estéril. Esta é uma 
técnica simples, económica e segura, que previne o pleomorfismo e a contaminação 
com ácaros e garante a sobrevivência de cultivos fúngicos por períodos prolongados 
de cerca de 12 anos, com uma taxa de sobrevivência da ordem dos 90% [30, 31]. 
Em termos de leveduras, são usualmente conservadas em agar inclinado (sendo 
necessária a sua transferência frequente) ou em meio líquido com crioprotector 
guardadas a baixas temperaturas. A maioria das espécies de leveduras mantém-se 
viável por um período de 1-2 anos, armazenados a 2-4°C. No entanto, a recolha de 
inoculo de agar inclinado e o seu rearmazenamento pode causar perda de viabilidade 
e selecção de variantes resultantes de mutações [13, 32].  
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2. Objectivos 
 
O presente trabalho teve como objectivos principais o isolamento e identificação 
fenotípica, através de características macroscópicas e microscópicas, de fungos 
filamentosos e leveduras presentes em amostras de água antes e depois do processo 
de tratamento numa estação de tratamento de água e numa rede de distribuição 
predial.   
Os isolados obtidos foram agrupados de acordo com a sua similaridade, utilizando 
o software Bionumerics 5.00 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). 
Após identificação, pretendeu-se comparar os géneros de isolados presentes nos 
diferentes pontos de recolha de água, de modo a aferir a existência de géneros 
relevantes nas diversas etapas. 
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3. Material e métodos 
 
3.1. Pontos de amostragem 
As amostras de água analisadas foram recolhidas antes e após tratamento numa 
estação de tratamento de águas e na rede de distribuição de uma rede predial: i) após 
sedimentação; ii) após desinfecção da água; iii) em dois locais da rede predial (na 
torneira de entrada de água de um edifício e numa torneira no 5º piso do mesmo). 
O processo de recolha de água decorreu de Novembro de 2010 a Fevereiro de 
2011 (Tabela 1). A recolha foi efectuada em frascos de 2000mL, 4000mL e 5000mL, 
esterilizados previamente. Em todas as recolhas foram efectuados controlos de 
viagem (frasco com 500mL de água estéril que acompanhou o deslocamento dos 
frascos na recolha das amostras) e de campo (frasco com 500mL de água estéril, 
aberto durante o tempo de recolha das amostras) para controlo de possível 
contaminação no processo de recolha. Antes de serem analisadas, as amostras 
recolhidas foram mantidas a 4°C por um período de 24h e cada uma analisada em 
triplicado. 
 
Tabela 1 – Amostras de água e respectivas condições de recolha e codificação em 
amostras de água antes e após tratamento (A) e numa rede predial (B) 
 
Ponto de Recolha 
Data de 
Recolha 
Condições de recolha Codificação 
Água após 
Sedimentação 
03-11-2010 
─ 
APS /1 
18-11-2010 APS /2 
Água após 
desinfecção 
02-02-2011 
─ 
TR /1 
16-02-2011 TR /2 
 
Ponto de Recolha 
Data de 
Recolha 
Condições de recolha Codificação 
Água à entrada do 
edifício 
14-12-2010 
─ 
TOAF /1 
10-02-2011 TOAF /2 
Água Torneira 1 (5º 
piso) 
08-11-2010 Após aproximadamente 48h de inutilização da 
torneira 
TOAM /1 
29-11-2010 TOAM /2 
Água Torneira 2 (5º 
piso) 
11-11-2010 
Após utilização habitual da torneira 
TOPM /1 
02-12-2010 TOPM /2 
 
A 
B 
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APS /1 - Água após sedimentação, primeira recolha; APS /2 - Água após sedimentação, segunda recolha; TR /1 - Água 
após desinfecção, primeira recolha; TR /2 - Água após desinfecção, segunda recolha; TOAF /1 - Água recolhida à 
entrada do edifício, primeira recolha; TOAF /2 - Água recolhida à entrada do edifício, segunda recolha; TOAM /1- Água 
da torneira 1, primeira recolha; TOAM /2 - Água da torneira 1, segunda recolha; TOPM /1 - Água da torneira 2, primeira 
recolha; TOPM /2 - Água da torneira 2, segunda recolha. 
 
3.2. Análises da água 
 
3.2.1. Determinação de coliformes totais, E. coli e enterococos 
Coliformes totais, E. coli e enterococos foram determinados nas diferentes 
amostras de água segundo os métodos Enterolert® e Colilert® (IDEXX Labs), seguindo 
as instruções do fabricante.  
A presença de coliformes totais foi determinada usando o teste Colilert® (IDEXX 
Labs) (limite de detecção: 1 organismo/100mL) avaliando a mudança de cor (amostra 
de água torna-se amarela) devido à presença de β-galactosidase que metaboliza o 
substracto ONPG (o-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo). A presença de E.coli usa o 
mesmo método e recorre a uma lâmpada UV (366 nm) para leitura da emissão de 
fluorescência, indicando a metabolização do substrato MUG (4-metil-umbeliferil-β-D-
glucoronato) pela β-glucoronidase. O procedimento deste teste, seguindo as 
instruções do fabricante, consiste em misturar em 100mL de amostra o reagente 
Colilert® (IDEXX Labs), colocar num Quanti-Tray®/2000 (IDEXX Labs) (máximo de 
2,419 por 100 ml), selado num Quanti-Tray® Sealer (IDEXX Labs) e incubar em estufa 
a 35 ± 2°C durante 24h. 
Os enterococos foram determinados usando o teste Enterolert® (IDEXX Labs) 
(limite de detecção: 1 organismo/100mL) utilizando uma lampada UV (366 nm) para 
leitura da emissão de fluorescência, que indica a metabolização do substrato MUG (4-
metil-umbeliferil-β-D-glucoronato) pela β-glucoronidase. O procedimento deste teste, 
seguindo as instruções do fabricante, consiste em misturar em 100mL de amostra o 
reagente Enterolert® (IDEXX Labs), colocar num Quanti-Tray®/2000 (IDEXX Labs) 
(máximo de 2,419 por 100 ml) selado num Quanti-Tray® Sealer (IDEXX Labs) e 
incubar em estufa a 41 ± 0,5°C durante 24h. Após incubação o número de poços 
positivos é convertido em número mais provável – MPN (Cochran, 1950). 
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3.2.2. Determinação de cloro livre 
Para a determinação de cloro livre presente nas diferentes amostras utilizou-se 
o equipamento de teste de cloro livre (Hach company, USA), seguindo as instruções 
do fabricante. Este teste é validado pelas normas de controlo de qualidade (Stantard 
Method 4500) e utiliza um composto químico DPD (N,N dietil-p-fenilenodiamina) que, 
em presença de cloro, origina uma alteração da cor da amostra. Tem uma gama de 
detecção de 0-3,5 mg/L [33, 34]. 
 
3.2.3. Detecção de fungos filamentosos e leveduras 
 
3.2.3.1. Meios de cultura 
Foram utilizados como meio de cultura Dichloran Rose-Bengal 
Chloramphenicol Agar – DRBC e Sabouraud Dextrose Agar – ASD. Estes meios foram 
escolhidos devido aos resultados obtidos em trabalhos anteriores [22]. 
O meio de cultura DRBC é usualmente utilizado para isolamento e enumeração 
de fungos e Sabouraud é recomendado para o isolamento de fungos e leveduras, 
principalmente fungos dermatófitos. Os meios foram suplementados com cloranfenicol 
100mg/L (OXOID, Cambridge, UK), de modo a prevenir o crescimento de bactérias.  
Após o isolamento, procedeu-se à identificação dos fungos filamentosos 
utilizando os meios de cultura Czapeck Dox Agar, Agar Base, Dichloran-Glycerol - 
DG18 e Malt Extract Agar (MEA) suplementado com uma solução de metais 1mL/L – 
TMS, para prevenção de crescimento e coloração atípicas. A solução TMS é composta 
por 1 g ZnSO4.7H2O (Sigma, St. Louis, USA) e 0.5 g CuSO4.5H2O (Sigma, St. Louis, 
USA) em 100 mL água destilada [23]. 
Todos os meios de cultura utilizados no isolamento foram obtidos de OXOID. 
 
3.2.3.2. Método de filtração por membrana 
O método de filtração por membrana foi utilizado para determinação da 
presença de fungos filamentosos e leveduras em diferentes amostras de água por 
filtração de diferentes volumes de água (100, 500 e 2000mL), em triplicado, utilizando 
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membranas estéreis com diâmetro de poro 0,45µm (Millipore S-Pak, Millipore, CA, 
USA). O processo de filtração por membrana decorreu em condições de esterilidade. 
Após filtração, as membranas eram transferidos para os meios de cultura 
adequados e as placas incubadas a três temperaturas distintas (15°C, 25°C e 37°C), 
por um período máximo de nove dias, procedendo-se a um registo diário do 
crescimento de colónias nas placas. Após crescimento, as placas foram conservadas 
a 4°C. 
 
3.2.3.3. Isolamento de colónias semelhantes 
As colónias morfologicamente semelhantes foram isoladas por repicagens 
sucessivas, separadamente em meio MEA. 
 
3.2.3.4. Identificação macroscópica de fungos filamentosos 
Após 5 e 7 dias de crescimento foi efectuado um registo fotográfico (Máquina 
Cybershot 12.1 Megapixels, Sony, Tokyo, Japan) das características macroscópicas 
observadas. Características como rebordo, zonação ou rugosidade foram classificadas 
através da sua presença ou ausência no fungo filamentoso em estudo. No que confere 
ao tamanho das colónias, procedeu-se à medição do seu diâmetro em mm. As 
características cor e textura dependem da perspectiva do observador, tornando-as 
subjectivas. Deste modo, a textura foi definida de acordo com o livro “Food and Indoor 
Fungi” [23], e a cor definida após um processo de optimização.  
Na identificação da característica cor da colónia, surgem diversos problemas, 
devido à sua elevada subjectividade. Deste modo, foi construída, em outro trabalho 
efectuado no laboratório, uma escala de cores baseada na codificação RGB 
(abreviatura do sistema de cores aditivas formado por Vermelho (“Red”), Verde 
(“Green”) e Azul (“Blue”) usado na reprodução de cores em dispositivos electrónicos 
como monitores de TV e computadores). Este método atribui, a cada cor, um código 
composto por três valores, correspondentes à proporção de cada cor vermelha, verde 
e azul, respectivamente. Estes valores têm um valor mínimo de 0 e um valor máximo 
de 255.  
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3.2.3.5. Identificação microscópica de fungos filamentosos 
Para identificação ao nível do género das colónias de fungos filamentosos 
isolados, foi efectuada uma observação microscópica das suas estruturas 
morfológicas. As características mais relevantes para identificação são a septação do 
micélio, a estrutura que dá origem aos conídios, denominada conidióforo e o tipo de 
conídios. 
Existem diversos métodos para realização de preparações microscópicas para 
visualização ao microscópio (ZEISS, Oberkochen, Germany, Axio Imager A2 Upright 
equipado com Axio cam MRm utilizando o software Axio Vision Rel 4.8.2) consoante o 
tipo de colónia, no entanto, o mais comum e utilizado neste estudo, consiste em retirar 
do rebordo da colónia uma amostra e colocá-la numa gota de azul de algodão (1g/L 
em ácido láctico 88%), entre lâmina e lamela. Para visualização de alguns fungos 
filamentosos, cujas colónias não sejam muito pulverulentas, pode utilizar-se a fita-cola, 
colocada sobre a colónia e transportada para a lamina com uma gota de azul de 
algodão. Na realização das preparações recorreu-se também ao uso de uma gota de 
álcool 98% na lâmina, para dispersão dos esporos. 
 
3.2.3.6. Codificação de dados 
Para uniformização dos resultados referentes à caracterização macroscópica e 
microscópica de cada fungo filamentoso isolado foi necessário recorrer a um processo 
de codificação. Deste modo, para as características identificadas como presentes ou 
ausentes, foi utilizada uma codificação binária, enquanto para as características 
quantitativas, como o diâmetro ou a textura, foi utilizado uma codificação binária 
aditiva. No que confere à cor, foi utilizado uma codificação quantitativa, em valores 
RGB, e registada numa outra matriz. 
 
3.2.3.7. Preservação de fungos filamentosos e leveduras 
 
3.2.3.7.1. Realização de agar inclinado para leveduras 
Para preservação e utilização futura das leveduras isoladas, procedeu-se à 
realização de agar inclinado. Para isso, após esterilização de meio de cultura MEA, e 
ainda enquanto líquido, este foi colocado com uma pipeta em tubos de “falcon” (6mL 
Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa – Tese de Mestrado em Biologia Celular e Biotecnologia 2010/2011 
13 
Ana Margarida Faia 
de meio de cultura), e colocado a solidificar em câmara, em posição inclinada. De 
seguida, as leveduras foram inoculadas e incubadas por 7 dias, em estufa a 25˚C. 
Posteriormente os tubos foram acondicionados em câmara, a 4˚C. 
 
3.2.3.7.2. Realização de discos para fungos filamentosos 
Para preservação dos fungos filamentosos isolados, após crescimento das 
colónias em meio de cultura MEA, foram cortados discos de micélio que foram 
transferidos para tubos de vidro com 7mL de água estéril. Posteriormente os tubos 
foram acondicionados em câmara, a 4˚C. 
 
3.2.3.8. Análise de dados 
Após o isolamento, os resultados obtidos por observação macroscópica e 
microscópica de fungos filamentosos foram analisados através do software 
BioNumerics 5.00 Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium, para construção de 
um dendrograma. Foram construídas duas matrizes, compostas por dados qualitativos 
(codificação binária) e dados quantitativos (codificação da cor), e o coeficiente de 
similaridade utilizado foi Jacard e coeficiente de Pearson, respectivamente. O 
coeficiente de similaridade Jacard foi utilizado devido a um grande número de valores 
negativos dos diferentes isolados permitindo, assim, um melhor agrupamento dos 
diferentes géneros presentes. 
Para construção dos dendrogramas, foi usado o método “Unweighted Pair Group 
Method with Arithmetic Mean” - UPGMA, tendo sido seguidamente realizado um 
“composite” para análise conjunta das duas matrizes – características macroscópicas 
e características microscópicas. Deste modo, na análise, os caracteres devem ter o 
mesmo peso. Contabilizando a codificação aditiva, utilizada na matriz qualitativa, como 
um caractere, os dendrogramas foram construídos com uma relação de 3 (dados 
qualitativos) : 1 (dados quantitativos). 
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4. Resultados e Discussão 
 
Neste estudo, diversas amostras de água de diferentes proveniências foram 
analisadas, tendo em conta diversos parâmetros. A presença de diferentes fungos 
filamentosos e leveduras foi inicialmente efectuada recorrendo a uma observação 
macroscópica e microscópica dos 103 isolados.  
 
4.1. Análise de cloro livre 
Na seguinte tabela estão representados os valores obtidos na quantificação de 
cloro livre, efectuada nas diferentes amostras de água. 
 
Tabela 2 – Valores de cloro livre observados nas diferentes amostras de água 
recolhidas antes e após tratamento (A) e numa rede predial (B) 
 
Amostra mg/L 
Água após Sedimentação (APS) 
03-11-2010 < limite de detecção 
18-11-2010 0,1 
Água após desinfecção (TR) 
02-02-2011 0,2 
16-02-2011 0,3 
 
Amostra mg/L 
Água à entrada do edifício (TOAF) 
14-12-2010 < limite de detecção 
10-02-2011 < limite de detecção 
Água Torneira 1 (sem utilização prévia 
1
) 
(TOAM) 
08-11-2010 < limite de detecção 
29-11-2010 < limite de detecção 
Água Torneira 2 (com utilização prévia 
2
) 
(TOPM) 
11-11-2010 < limite de detecção 
02-12-2010 < limite de detecção 
 
1
 – Amostra de água recolhida após aproximadamente 48h de inactivação da torneira; 
2
 – Amostra de água recolhida 
após utilização habitual da torneira. 
 
A desinfecção é parte integrante do processo de tratamento [35], sendo o cloro 
adicionado com o intuito de assegurar a isenção de bactérias patogénicas [36]. Como 
se pode observar na Tabela 2, os valores de cloro livre presentes na água recolhida 
B 
A 
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antes e após finalização do mesmo, são superiores aos valores encontrados em água 
recolhida nos diferentes pontos da rede predial.  
A presença de cloro livre residual deve verificar-se em baixas concentrações, 
assegurando-se assim, o cheiro e sabor associados [36]. Quanto à água recolhida nos 
diferentes pontos da rede de distribuição predial, verifica-se uma constância nos 
valores observados, sendo sempre inferior ao limite de detecção. Assim, conclui-se 
que a presença de cloro livre diminui ao longo do sistema de abastecimento, atingindo 
valores reduzidos, de acordo com o limite de detecção do método utilizado, no ponto 
de abastecimento ao consumidor.  
 
4.2. Análise de coliformes totais, E. coli e enterococos 
A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na quantificação de coliformes totais e 
E.coli e enterococos obtidos na análise das diferentes amostras de água. 
 
Tabela 3 – Ocorrência de coliformes totais, E.coli e enterococos, nas diferentes 
amostras de água recolhidas antes e após tratamento (A) e numa rede predial (B) 
 
Amostra Teste MPN/100mL 
Água após Sedimentação (APS) 
03-11-2010 
Colilert > 1 3 
Enterolert > 1 3 
18-11-2010 
Colilert > 1 3 
Enterolert > 1 3 
Água após desinfecção (TR) 
02-02-2011 
Colilert > 1 3 
Enterolert > 1 3 
16-02-2011 
Colilert > 1 3 
Enterolert > 1 3 
 
  
A 
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Amostra Teste MPN/100mL 
Água à entrada do edifício (TOAF) 
14-12-2010 
Colilert ─ 
Enterolert > 1 3 
10-02-2011 
Colilert > 1 3 
Enterolert > 1 3 
Água Torneira 1 (sem utilização 
prévia 
1
) (TOAM) 
08-11-2010 
Colilert > 1 3 
Enterolert > 1 3 
29-11-2010 
Colilert > 1 3 
Enterolert > 1 3 
Água Torneira 2 (com utilização 
prévia 
2
) (TOPM) 
11-11-2010 
Colilert > 1 3 
Enterolert > 1 3 
02-12-2010 
Colilert ─ 
Enterolert > 1 3 
 
1
 – Amostra de água recolhida após aproximadamente 48h de inactivação da torneira; 
2
 – Amostra de água recolhida 
após utilização habitual da torneira;
 
3 – Limite de detecção do método utilizado. 
 
Na Tabela 3, podemos verificar que os valores obtidos nos testes Colilert® e 
Enterolert® realizados nas diferentes amostras de água são sempre inferiores ao limite 
de detecção do teste. Assim, os valores obtidos são consistentes com os valores 
exigidos pela Legislação Portuguesa [5]. 
 
4.3. Detecção de bolores 
No processo de isolamento de fungos filamentosos e leveduras nas amostras 
recolhidas, foram utilizadas três temperaturas e dois meios de cultura diferentes, com 
o objectivo de detectar a presença de diferentes microrganismos em função da sua 
temperatura de crescimento. O valor de 37°C foi escolhido com o objectivo de detectar 
patogénicos. O de 15ºC foi usado em função da disponibilidade de estufas de 
incubação numa tentativa de detectar microrganismos com capacidade de crescimento 
a temperaturas mais baixas. 
Nas figuras 2 e 3 são apresentados os resultados obtidos em amostras de água 
recolhidas numa estação de tratamento de águas, antes de tratamento e após 
desinfecção (Figura 2), e de amostras recolhidas numa rede de distribuição predial, 
em três pontos diferentes (Figura 3). 
  
B 
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Figura 2 – Distribuição de colónias totais (CFU/L) de leveduras (A) e fungos 
filamentosos (B) em diferentes condições de meio e temperaturas em amostras de 
água recolhidas numa estação de tratamento de águas, antes e após tratamento 
 
 
APS /1 - Água após sedimentação, primeira recolha; APS /2 - Água após sedimentação, segunda recolha; TR /1 - Água 
após desinfecção, primeira recolha; TR /2 - Água após desinfecção, segunda recolha; TOAF /1 - Água recolhida à 
entrada do edifício, primeira recolha. 
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Figura 3 – Distribuição de colónias totais (CFU/L) de leveduras (A) e fungos 
filamentosos (B) em diferentes condições de meio e temperaturas de amostras 
recolhidas numa rede de distribuição predial 
 
 
TOAF /1 - Água recolhida à entrada do edifício, primeira recolha; TOAF /2 - Água recolhida à entrada do edifício, 
segunda recolha; TOAM /1- Água da torneira 1, primeira recolha; TOAM /2 - Água da torneira 1, segunda recolha; 
TOPM /1 - Água da torneira 2, primeira recolha; TOPM /2 - Água da torneira 2, segunda recolha. 
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Nas Figuras 2 e 3, numa primeira observação, podemos verificar que o número 
de colónias totais de fungos filamentosos nas diferentes amostras de água recolhida é 
superior ao de leveduras, nas diferentes condições de incubação. 
Nas culturas incubadas à temperatura de 25ºC foram detectados números mais 
elevados de colónias (leveduras e fungos) comparativamente com o observado a 15 e 
37ºC (Figuras 2 e 3).  
Numa das amostras de água recolhida após sedimentação (APS/1), inoculada 
em meio DRBC a 15°C, observaram-se 366 CFU/L de leveduras, sendo estes valores 
muito mais elevados que os restantes, não foram considerados na construção dos 
gráficos, com o objectivo de facilitar a análise dos resultados. 
Nas Figuras 2A e 3A, os valores observados para amostras de água de recolha 
após desinfecção (TR/1 e TR/2) em qualquer um dos meios usados podem ser 
considerados aceitáveis. 
Na água recolhida da torneira do 5º piso do edifico no dia 11 de Novembro de 
2010 (TOPM/1), nas culturas em DRBC a 25ºC, verificaram-se valores de leveduras 
muito elevados (Figura 3A). O mesmo se pode observar nos valores respectivos a 
colónias de fungos filamentosos para a recolha do dia 02 de Dezembro de 2010 
(Figura 3B). Estes valores podem ser justificáveis pelo espaço de tempo que decorreu 
entre as duas recolhas, permitindo variações nos microrganismos presentes. 
A uma temperatura de 37°C, o crescimento de leveduras e fungos filamentosos 
é bastante reduzido ou nulo. Apenas se verifica o crescimento de fungos filamentosos 
numa amostra de água recolhida após sedimentação (APS/1-10 CFU/L), nos dois 
meios testados sendo nulo nas restantes amostras, para fungos filamentosos e 
leveduras (Figuras 2 e 3).  
Ao comparar os meios DRBC e ASD, observamos que em DRBC ocorre 
crescimento de fungos filamentosos em todas as amostras e de leveduras na maioria 
das amostras recolhidas, contrariamente ao sucedido em ASD. No entanto, ao 
relacionar os valores presentes nas diferentes amostras nos dois meios utilizados, 
podemos afirmar que ambos se revelaram adequados à incubação de fungos 
filamentosos e leveduras. 
Deste modo, tendo em conta a maior diversidade verificada a uma temperatura 
de 25°C em ambos os meios testados, estes valores foram utilizados para a análise da 
diversidade dos fungos e leveduras isolados. 
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Nas Figuras 4 a 7, podemos observar a comparação dos perfis de valores de 
CFU/L e do número de colónias diferentes encontradas em amostras de água 
recolhidas numa estação de tratamento de águas, antes de tratamento e após 
desinfecção (Figura 4 e 5), e de amostras recolhidas numa rede predial, em três 
pontos diferentes (Figura 6 e 7). 
 
Figura 4 – Diversidade de leveduras (A) e fungos filamentosos (B) em CFU/L 
(colunas) e colónias diferentes (pontos) de amostras de água recolhidas numa estação 
de tratamento de águas, antes e após tratamento em meio DRBC 
 
 
 APS /1 - Água após sedimentação, primeira recolha; APS /2 - Água após sedimentação, segunda recolha; TR /1 - 
Água após desinfecção, primeira recolha; TR /2 - Água após desinfecção, segunda recolha. 
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Figura 5 – Diversidade de leveduras (A) e fungos filamentosos (B) em CFU/L 
(colunas) e colónias diferentes (pontos) de amostras de água recolhidas numa estação 
de tratamento de águas, antes e após tratamento em meio ASD 
 
 
  APS /1 - Água após sedimentação, primeira recolha; APS /2 - Água após sedimentação, segunda recolha; TR /1 - 
Água após desinfecção, primeira recolha; TR /2 - Água após desinfecção, segunda recolha. 
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Figura 6 – Diversidade de leveduras (A) e fungos filamentosos (B) em CFU/L 
(colunas) e colónias diferentes (pontos) de amostras recolhidas numa rede de 
distribuição predial em meio DRBC 
 
 
 TOAF /1 - Água recolhida à entrada do edifício, primeira recolha; TOAF /2 - Água recolhida à entrada do edifício, 
segunda recolha; TOAM /1- Água da torneira 1, primeira recolha; TOAM /2 - Água da torneira 1, segunda recolha; 
TOPM /1 - Água da torneira 2, primeira recolha; TOPM /2 - Água da torneira 2, segunda recolha. 
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Figura 7 – Diversidade de leveduras (A) e fungos filamentosos (B) em CFU/L 
(colunas) e colónias diferentes (pontos) de amostras recolhidas numa rede de 
distribuição predial em meio ASD 
 
 
TOAF /1 - Água recolhida à entrada do edifício, primeira recolha; TOAF /2 - Água recolhida à entrada do edifício, 
segunda recolha; TOAM /1- Água da torneira 1, primeira recolha; TOAM /2 - Água da torneira 1, segunda recolha; 
TOPM /1 - Água da torneira 2, primeira recolha; TOPM /2 - Água da torneira 2, segunda recolha. 
 
Ao observar as Figuras 4 a 7 podemos verificar que os perfis de valores de 
CFU/L e do número de colónias diferentes são bastante semelhantes em meio ASD, 
contrariamente ao observado em meio DRC. 
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Numa análise comparativa da ocorrência de leveduras e fungos filamentosos, 
pode verificar-se uma maior presença de fungos filamentosos, com valores médios 
próximos de 10 CFU/L, comparativamente aos valores médios, inferiores a 10 CFU/L, 
observados nas leveduras (Figuras 4 a 7). 
Nas Figuras 4 e 5 é possível verificar que o crescimento de fungos 
filamentosos e leveduras se verifica maioritariamente em amostras de água recolhida 
antes de desinfecção valores entre 0 e 10 CFU/L de leveduras e 7 e 83 CFU/L de 
fungos filamentosos, quando comparado a valores observados em água após 
desinfecção, valores entre 0 e 2 CFU/L de leveduras e 1 e 2 CFU/L de fungos 
filamentosos. Ao comparar os dois meios analisados, podemos afirmar que existe 
alguma semelhança nos valores observados, com uma média inferior a 10 CFU/L, 
presentes em leveduras e fungos filamentosos, embora se verifique um maior 
crescimento dos últimos na amostra APS /1, com 37 CFU/L.  
Nas amostras de água recolhidas na rede predial, relativas a leveduras, 
podemos observar que em meio DRBC se verificam valores mais elevados nas 
diferentes amostras, relativamente aos valores observados em meio ASD (Figuras 6Ae 
7A). Em meio DRBC, o crescimento de fungos filamentosos tem um valor médio de 10 
CFU/L, excepto na amostra TOPM /2 (Figura 6B). Estes valores são inferiores aos 
verificados em meio ASD, embora neste meio, não se observe crescimento de fungos 
filamentosos em todas as amostras analisadas (Figura 7B). 
De um modo geral, se observarmos os valores de CFU/L observados nas 
amostras de água antes do processo de tratamento (APS /1 e APS /2) para leveduras 
e fungos filamentosos em meio ASD, verificamos que são semelhantes ou inferiores 
aos observados para os mesmos organismos no mesmo meio, em amostras de água 
recolhidas na rede predial. Estes valores permitem sugerir que a contaminação por 
fungos filamentosos e leveduras pode ocorrer nos tubos da canalização, como 
sugerido em estudos anteriores [37], possivelmente devido à presença de biofilmes, 
que possuem uma maior capacidade de sobrevivência aos métodos de tratamento. 
Como verificado ao analisar a presença de cloro livre residual nas diferentes 
amostras, os valores observados em amostras recolhidas numa rede predial – TOAF, 
TOAM e TOPM – são inferiores ao limite detectado pelo método. 
Numa análise comparativa da ocorrência de leveduras e fungos filamentosos, pode 
verificar-se uma maior presença de fungos filamentosos, com valores médios próximos 
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de 10 CFU/L, comparativamente aos valores médios, inferiores a 10 CFU/L, 
observados nas leveduras. 
 
4.3.1. Identificação fenotípica de fungos filamentosos 
Ao longo da identificação fenotípica deparamo-nos com alguns problemas de 
subjectividade, principalmente no que respeita às características macroscópicas. 
Aproveitando a experiência entretanto adquirida no laboratório, tentou-se reduzir um 
pouco a subjectividade inerente à observação de alguns caracteres (Comunicação 
pessoal). 
O exemplo mais significativo diz respeito à codificação da cor das colónias. 
Assim, tendo por base o sistema de cores RGB, referido em „Material e métodos‟, foi 
criada uma escala de cores seleccionando as mais comummente encontradas nas 
colónias da maioria dos fungos filamentosos (Comunicação pessoal). 
Uma outra característica um pouco subjectiva é a textura. Esta é uma 
característica difícil de definir, tendo como base apenas um conceito criado pelo 
observador. Deste modo, a identificação ao nível da textura foi realizada de acordo 
com “Food and Indoor Fungi” [23]. 
Através de caracteres microscópicos, foi possível separar diversos géneros. 
Fungos filamentosos dos géneros Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, 
Paecilomyces, Acremonium, Botrytis, Fusarium, Nigrospora, Alternaria e Phoma são 
bastante distintos entre si, e possuem estruturas de reprodução assexuada muito 
características. Aspergillus possui conidióforo não septado e dilatado no topo – 
vesícula, onde se formam fiálides; Penicillium possui conidióforo verticilado, com 
formação de fiálides; e Paecilomyces possui conidióforo ramificado no topo com 
fiálides longas, ao contrário das fiálides curtas presentes no conidióforo de Penicillium. 
Nestes três géneros, a formação de conídios tem origem nas fiálides e encontram-se 
dispostos em cadeia. Cladosporium possui conidióforo septado e ramificado, 
ramoconídios e conídios de forma redonda a oval, normalmente formados em cadeias 
que depois se desagregam; Acremonium possui formação de fiálides directamente do 
micélio e separadas por um septo, com formação de conídios no topo da mesma, 
geralmente agrupados; Botrytis possui conidióforo septado, castanho e com 
ramificação a partir do ápice, e com blastoconídios formados a partir de uma vesícula 
no topo de cada ramificação; Fusarium e Alternaria possuem conídios grandes e 
septados, sendo que no primeiro são septados transversalmente e têm forma 
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falciforme (fragmósporos), e no segundo são septados transversal e longitudinalmente 
e têm forma ovóide (dictiósporos); cf Nigrospora possui conidióforo dilatado que 
origina apenas um conídio, preto e oval; Phoma possui conidióforo em forma de 
picnídio, estrutura arredondada com ostíolo - abertura para libertação de conídios. 
Também foi identificado o género cf Chaetomium que possui reprodução sexuada, 
sendo, neste caso, possível observar estruturas características – peritécio, com 
formato globoso ou em forma de frasco e com filamentos de cor castanha a preta. 
Os restantes géneros identificados, possuem estruturas menos características, 
dificultando a sua identificação. cf Phialophora possui fiálides, em forma de frasco ou 
garrafa, ao longo do micélio; cf Verticillium possui conidióforos ramificados em 
diferentes níveis – verticilados, com fiálides longas verticiladas em torno do 
conidióforo; cf Aureobasidium possui colónia leveduriforme, onde apenas são visíveis 
blastoconídios, sendo o micélio apenas observado com a idade da colónia e a sua 
alteração da cor para preto; e cf Stachybotrys possui conidióforo com fiálides no topo, 
de forma cilíndrica e agrupadas [23, 26]. 
 Na Figura 8 podem observar-se algumas das características macroscópicas e 
microscópicas dos fungos filamentosos identificados. 
 
Figura 8 – Características macroscópicas e microscópicas dos géneros de fungos 
filamentosos identificados
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Colónias com 7 dias de crescimento em meio MEA com TMS, a 25°C: A – O;  A – Acremonium, fotografia de 
microscopia 400x; B – Alternaria, fotografias de microscopia 1000x; C – Aspergillus, fotografia de microscopia 1000x; D 
– cf Aureobasidium, fotografias de microscopia 400x (a) e 1000x (b); E – Botrytis, fotografias de microscopia 400x (a) e 
1000x (b); F – Chaetomium, fotografia de microscopia 200x; G – Cladosporium, fotografias de microscopia 1000x; H – 
Fusarium, fotografia de microscopia 1000x; I – cf Nigrospora, fotografia de microscopia 1000x; J -Paecilomyces, 
fotografia de microscopia 1000x; K – Penicillium, fotografia de microscopia 1000x; L - cf Phialophora, fotografia de 
microscopia 1000x; M – Phoma, fotografia de microscopia 400x; N – cf Stachybotrys, fotografia de microscopia 1000x; 
O – cf Verticillium, fotografias de microscopia 1000x; cf – abreviatura utilizada em nomenclatura, para definir espécimes 
semelhantes a um determinado género e que diferem nalguns detalhes. 
 
Nas diferentes amostras de água recolhidas foram identificados cerca de 15 
géneros de fungos filamentosos, pertencentes aos grupos Ascomycota e fungos 
mitospóricos. Foram também isolados diversos fungos filamentosos, que não foram 
possíveis de identificar – ND, dado que, não se verificou a sua esporulação, não sendo 
possível observar estruturas de reprodução (Tabela 4). 
  
O 
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Tabela 4 – Distribuição dos géneros de fungos filamentosos identificados nas 
diferentes amostras de água em amostras de água recolhidas antes e após tratamento 
numa estação de tratamento de água (ETA) e em alguns pontos de uma rede predial 
 
Género 
CFU/L 
ETA Rede Predial 
A
P
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 /
1
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 /
2
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 /
1
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2
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2
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 /
1
 
T
O
A
M
 /
2
 
T
O
P
M
 /
1
 
T
O
P
M
 /
2
 
Acremonium 
  
<1 
       
Alternaria 
  
<1 
   
1 
   
Aspergillus 3 
      
7 
 
7 
cf Aureobasidium 3 16 
     
1 
  
Botrytis 
 
2 
        
Chaetomium 
 
1 
        
cf Chaetomium 3 
         
Cladosporium 13 
 
<1 
 
14 1 
  
1 2 
cf Cladosporium 
      
7 1 1 73 
Fusarium 
    
1 4 
 
16 
  
ND 15 3 2 1 
 
1 1 4 1 3 
Nigrospora 
    
1 
     
Paecilomyces 
 
1 
        
Penicillium 
    
1 
  
1 
 
1 
cf Phialophora 
   
1 
   
18 4 3 
Phoma 3 
   
5 
  
1 
 
1 
cf Stachybotrys 
 
1 
        
cf Verticillium 
         
1 
 
ETA - amostras de água referentes a uma estação de tratamento de águas, antes de tratamento e após desinfecção; 
Rede predial – amostras de água referentes a uma rede predial; ND - isolados de género não identificado; APS /1 - 
Água após sedimentação, primeira recolha; APS /2 - Água após sedimentação, segunda recolha; TR /1 - Água após 
desinfecção, primeira recolha; TR /2 - Água após desinfecção, segunda recolha; TOAF /1 - Água recolhida à entrada do 
edifício, primeira recolha; TOAF /2 - Água recolhida à entrada do edifício, segunda recolha; TOAM /1- Água da torneira 
1, primeira recolha; TOAM /2 - Água da torneira 1, segunda recolha; TOPM /1 - Água da torneira 2, primeira recolha; 
TOPM /2 - Água da torneira 2, segunda recolha. 
 
Apesar do reduzido número de amostras e de se tratar de amostras de água de 
proveniências distintas – amostras de água recolhida numa estação de tratamento de 
águas, antes de tratamento e após desinfecção e de amostras recolhidas numa rede 
predial, em três pontos diferentes - ao observar a Tabela 4, podemos observar que 
alguns géneros de fungos apenas estão presentes numa determinada amostra de 
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água. Os géneros cf Nigrospora e Paecilomyces são observados apenas em amostras 
de água recolhida da torneira à entrada do edifício e em água recolhida após 
sedimentação, respectivamente, embora em baixo número. O género Fusarium 
apenas se encontra presente em água recolhida nas torneiras 1 e à entrada do edifício 
(TOAM e TOAF), e em números elevados, principalmente em água recolhida da 
torneira 1 (TOAM /2).  
Ao observar a Tabela 4 podemos também observar que em amostras de água 
recolhidas numa estação de tratamento de águas, estão presentes os géneros 
Chaetomium, cf Aureobasidium, Botrytis, cf Stachybotrys e Phoma. 
Em amostras recolhidas numa rede predial podemos observar a presença dos 
géneros cf Verticillium, observado apenas na amostra TOPM /2, Phoma e cf 
Phialophora, presente maioritariamente em amostras de água recolhida da torneira do 
5º piso do edifício. 
É também possível observar que o género mais presente e também em maior 
quantidade é Cladosporium, estando presente em amostras de água de proveniências 
distintas. 
 
4.3.2. Análise de dendrogramas 
A partir da análise fenotípica efectuada é possível separar e agrupar alguns dos 
diferentes géneros encontrados. Para uma melhor análise, e com os resultados 
obtidos, construíram-se dois dendrogramas, através do método UPGMA, utilizando os 
coeficientes de Jacard e de Pearson para análise dos dados qualitativos e 
quantitativos, respectivamente, onde é possível observar as relações de similaridade e 
dissimilaridade entre isolados, nas amostras recolhidas em água de uma estação de 
tratamento de águas (Figura 9) e nas amostras recolhidas numa rede predial (Figura 
10).  
Nas Figura 9 e 10, podem observar-se dois dendrogramas simplificados, onde se 
podem encontrar alguns dos géneros mais representativos de cada amostra de água 
de proveniências distintas, agrupados com um coeficiente de similaridade >75%. 
Apesar de alguns géneros se encontrarem agrupados, alguns encontram-se dispersos 
no dendrograma, devido à similaridade entre géneros das características fenotípicas 
analisadas.  
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Figura 9 – Dendrograma referente às características macroscópicas e microscópicas 
dos géneros de fungos filamentosos identificados em amostras de água recolhidas 
antes e após tratamento 
 
 
Dendrograma simplificado, construído com o método UPGMA e utilizando os coeficientes de similaridade de Jacard e 
Pearson, para análise dos dados qualitativos e quantitativos, respectivamente; número de isolados de cada género 
representados entre parêntesis. 
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Figura 10 – Dendrograma referente às características macroscópicas e microscópicas 
dos géneros de fungos filamentosos identificados em amostras de água de uma rede 
predial 
 
 
Dendrograma simplificado, construído com o método UPGMA e utilizando os coeficientes de similaridade de Jacard e 
Pearson, para análise dos dados qualitativos e quantitativos, respectivamente; número de isolados de cada género 
representados entre parêntesis. 
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Na Figura 9, podemos observar que os isolados do género Cladosporium se 
encontram agrupados num “cluster” diferente com coeficiente de similaridade de 
83,3%.  
Podem observar-se também “clusters” dos géneros Acremonium, Botrytis, e cf 
Aureobasidium, com 97,4%; 79,6% e 75,2% de similaridade. 
Os isolados não identificados, ilustrados na Figura 9 como ND, encontram-se 
agrupados em 4 “clusters” diferentes, com um grau de similaridade de 76,2%; 100%; 
89,5% e 77,3%. No primeiro e segundo “clusters” os diferentes isolados são 
agrupados tendo em conta a similaridade dos caracteres analisados. Nos dois últimos 
“clusters”, o agrupamento pode ser justificado pela similaridade dos caracteres 
analisados, que pode ter originado a separação em dois “clusters”, e pela ausência de 
conidióforo característica de alguns dos isolados ND que não esporularam.  
Na Figura 10, podemos observar que os isolados do género Cladosporium se 
encontram agrupados em 2 “clusters” diferentes, com coeficientes de similaridade de 
80,1% e 96,9%. Os isolados do género cf Cladosporium, isolados muito semelhantes 
ao género Cladosporium que diferem nalguns detalhes, encontram-se agrupados num 
“cluster” com coeficiente de similaridade de 78,4%. Neste “cluster” encontra-se 
também um isolado do género Cladosporium, permitindo verificar a elevada 
semelhança entre isolados destes dois grupos. 
 O género cf Phialophora encontra-se agrupado com um coeficiente de 
similaridade de 79,5%. Neste mesmo cluster, encontra-se um isolado do género cf 
Verticillium, devido, possivelmente à elevada similaridade entre estes dois géneros. 
Os géneros Aspergillus, Penicillium, Phoma e Fusarium encontram-se agrupados 
com coeficientes de similaridade de 88,1%; 97,8%; 78,5% e 79%, respectivamente. 
Alguns dos isolados não identificados, ilustrados na Figura 10 como ND, 
encontram-se agrupados num “cluster” com grau de similaridade de 76,1%. Neste 
caso, o agrupamento pode ser devido à ausência de conidióforo, característica de 
alguns dos isolados ND que não esporularam, em complementaridade com as 
características macroscópicas analisadas. 
Os restantes géneros presentes nas Figura 9 e 10 não se encontram agrupados 
devido ao reduzido número de isolados dos mesmos géneros. 
Deste modo, os dendrogramas obtidos permitem verificar o agrupamento de 
alguns dos géneros identificados por observação macroscópica e microscópica. No 
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entanto, o facto de alguns dos géneros não se encontrarem agrupados em “clusters” 
ou de se encontrarem agrupados com outros géneros num mesmo “cluster” pode 
dever-se à elevada subjectividade de alguns dos caracteres macroscópicos 
analisados. 
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5. Conclusões e perspectivas futuras 
 
A água é o habitat de muitos microrganismos, como fungos e bactérias, 
potencialmente patogénicos e prejudiciais ao Homem, animais e plantas.  
O presente estudo insere-se num projecto de identificação de fungos filamentosos 
e leveduras em amostras de água antes do processo de tratamento e numa rede 
predial de abastecimento de água. 
Procurou verificar-se a presença de bactérias indicadoras de contaminação, isto é, 
coliformes totais, E. coli e enterococos, em amostras de água recolhidas antes de 
tratamento e após distribuição. Os resultados obtidos, consistentes com os parâmetros 
exigidos pela Legislação Portuguesa, permitem concluir que os processos de 
tratamento utilizados no tratamento de água de consumo são eficientes.  
Foram quantificados e identificados fungos filamentosos (até ao género). Nesta 
fase, verificou-se que fungos filamentosos se encontram presentes em maior número 
antes do processo de desinfecção e numa rede predial de abastecimento de água. 
Estes valores podem justificar-se pela presença de biofilmes nas canalizações do 
sistema de distribuição de água. 
No processo de identificação fenotípica de fungos filamentosos, verificou-se que os 
caracteres escolhidos, são bastante informativos e de grande importância. Verificou-se 
também alguma dificuldade de identificação de alguns isolados, devido à ausência de 
estruturas de reprodução. Deste modo, como trabalho futuro poder-se-á analisar 
novamente os isolados não identificados, alterando as suas condições de crescimento 
e também, proceder a uma análise molecular dos isolados considerados 
representativos, através de sequenciação da região 18S e ou total ITS (ITS1+5.8S 
rDNA+ITS2) do respectivo rDNA, com o intuito de confirmar os resultados obtidos, 
permitindo complementar os resultados obtidos através de identificação fenotípica. 
Seria de interesse futuro, analisar um maior número de amostras das etapas de 
recolha estudadas neste trabalho, incluindo também recolhas de água em alguns 
pontos de uma linha de distribuição de água, de modo a complementar os dados 
obtidos. 
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7. Anexos 
 
a) Dendrograma dos isolados de fungos filamentosos presentes nas amostras de 
água recolhidas antes e após tratamento numa estação de tratamento de água 
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b) Dendrograma dos isolados de fungos filamentosos presentes nas amostras de 
água recolhidas em diferentes pontos de uma rede de distribuição predial 
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c) Dendrograma dos isolados de fungos filamentosos presentes nas amostras de 
água recolhidas antes e após tratamento numa estação de tratamento de água 
com as características fenotípicas em detalhe  
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d) Dendrograma dos isolados de fungos filamentosos presentes nas amostras de 
água recolhidas recolhidas em diferentes pontos de uma rede de distribuição 
predial com as características fenotípicas em detalhe 
